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質 3 (FABP3) の阻害剤による治療効果について検討した。 
【方法】パーキンソン病モデルマウスは、神経毒である MPTP (25 mg/kg, i.p.) を 
1 日 1 回、5 日間連投することで作成した。MPTP 最終投与の 24 時間後から、
ピルビン酸エチル (EP) (25, 50, 100 mg/kg, i.p.) または sigma-1 受容体作用薬 
(SA4503) (1 mg/kg, i.p.) を 1 日 1 回 4 週間投与した。次に、FABP3 阻害薬で
あるMF8 のパーキンソン病様症状改善作用を検討し、その有効性を既存薬であ
るレボドパ (L-DOPA) と比較した。MPTP 最終投与の 24 時間後から、MF8 (0.3, 
1.0 mg/kg, p.o.) または L-DOPA (25 mg/kg, i.p.) を 1 日 1 回 4 週間投与した。 
【結果】EP または SA4503 の慢性投与により、パーキンソン病モデルマウスの
運動機能障害及び認知機能障害の両方が改善された。また、黒質緻密部-腹側被
蓋野、線条体、および海馬 CA1 領域の ATP 含量およびドパミン作動性神経障
害は、EP または SA4503 の投与により用量依存的に改善された。さらに、パー
キンソン病モデルマウスで低下した線条体のドパミン量も EP または SA4503 
の投与により回復した。黒質緻密部-腹側被蓋野、線条体および海馬 CA1 領域
において MPTP 処置によって誘発された 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) および
ニトロチロシン反応性蛋白質レベルの上昇も、EP または SA4503 の投与によっ




L-DOPA は抑制効果を示さなかった。これらの MF8 によるドパミン作動性神
経細胞保護作用はパーキンソン病様行動の改善作用と一致した。 
【考察・結論】ミトコンドリア機能改善薬である EP および SA4503 は ATP 産
生能を回復させることによりドパミン作動性神経細胞死を抑制すると考えられ
る。一方、FABP3 阻害薬である MF8 は α-シヌクレインのドパミン作動性神経














を特徴とする進行性の疾患である  (Olanow and Tatton, 1999; Dauer and 
Przedborski, 2003; Savitt et al., 2006)。パーキンソン病の主な症状は運動機能障害
であるが、一部の患者はうつ病、不安症状、認知機能障害も併発する (Aarsland 





量不足により起こるウェアリング・オフなどの副作用をもたらす (Stocchi et al., 
2013; Fukae et al., 2015)。また、対症療法であるため継続的な使用が必要である
が、L-DOPA の数か月以上の中・長期投与においては、これらの運動合併症が

















解する (Chu, 2018; Pickrell and Youle, 2015)。Parkin および PINK1 の遺伝子が変
異している家族性パーキンソン病患者では、変異した Parkin および Pink1 タ
ンパク質が損傷したミトコンドリアに蓄積し、その後細胞死を引き起こす 




ノシン三リン酸 (ATP) シンターゼのサブユニットである ATP5A1、ミトコンド
リア外膜に存在する電位依存性アニオンチャネルである VDAC3 など、ミトコ
ンドリアに局在する遺伝子に多くの遺伝的調節異常が確認されている (Shamir 
et al., 2017)。 
Edgar らは、ミトコンドリア DNA (mtDNA) の強い変異を持つマウスが
高度な加齢表現型を示すことを実証した (Edgar and Trifunovic, 2009)。同様に、
老化がヒトのミトコンドリア機能に影響を及ぼすことを示唆する報告が多数存
在する (Short et al., 2005; Conley et al., 2000; Crane et al., 2010)。また、ラットの骨
格筋と肝臓の老化により mtDNA コピー数が大幅に減少する (Barazzoni et al., 
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2000)。これらの報告は、老化が mtDNA コピー数の減少とミトコンドリア ATP 
産生の障害に関連していることを示している。 
さらに、1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) 誘発パーキン
ソン病モデルマウスの中脳および Parkin ノックアウトマウスの SNpc におい
て ATP 濃度が低下している (Nakano et al., 2017; Giguere et al., 2018)。また、パ
ーキンソン病患者の SNpc において、ミトコンドリア複合体 I の活性、および
複合体 I と複合体 II の電子受容体であるコエンザイム Q10 の含有量が減少






す (Vander Heiden et al., 2009; Dang, 2010)。ピルビン酸エチル (EP) は、生理学的
条件下でピルビン酸とエタノールに加水分解され (Kao and Fink, 2010)、これま
での研究により、EP が in vivo および in vitro において ATP 産生を促進する
ことが報告されている (Woo et al., 2004; Zeng et al., 2007)。EP 処置により、虚血
再灌流障害後のラット心筋組織および新生児ラットの大脳皮質スライスの ATP 
濃度が上昇する (Woo et al., 2004; Zeng et al., 2007)。さらに、EP が MPTP 誘発
パーキンソン病モデルマウスで神経保護効果を示すことが報告されている 
(Satpute et al., 2013; Huh et al., 2011)。また、EP (100 mg/kg, p.o.) 投与は、パーキ
ンソン病モデルマウスの運動機能障害とミトコンドリア複合体 I の活性を改善
し、その効果はレボドパとベンセラジドの併用治療後に観察される効果に匹敵
するとの報告がある (Satpute et al., 2013)。同様に、Huh らは、MPTP (50 mg/kg, 
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i.p.) 最終投与の 12 時間後における EP 投与により、MPTP による黒質のチロ
シンヒドロキシラーゼ (TH) 陽性細胞の減少が軽減され、運動機能障害が改善
されることを報告した (Huh et al., 2011)。しかしながら、EP が認知機能を高め
る効果を発揮するかどうかは解明されていない。 
過 去 の 報 告 か ら 、 sigma-1 受 容 体 ア ゴ ニ ス ト で あ る 
1-(3,4-dimethoxyphenethyl)-4-(3-phenylpropyl) piperazine dihydrochloride (SA4503) 
がラット一次ニューロンの低酸素症およびラット脳卒中モデルに対して神経保
護作用を発揮することが示されている (Nakazawa et al., 1998; Ruscher et al., 
2011)。sigma-1 受容体は、ミトコンドリア関連小胞体膜にあり、イノシトール 
1,4,5-三リン酸受容体 (IP3R) と相互作用する。近年我々は、マウス神経芽細胞
腫 Neuro2A 細胞における sigma-1 受容体の過剰発現がミトコンドリアへの 
Ca
2+
 流入と ATP 産生を促進することを報告し、これは sigma-1 受容体がミト
コンドリア機能を正に調節することを示唆している (Tagashira et al., 2014)。しか
しながら、EP および SA4503 が MPTP 処置マウスにおいて認知機能を高める
効果があるかは不明である。本研究では、ミトコンドリア機能を促進する薬剤
がパーキンソン病患者の認知機能障害を改善するかを解明するために、MPTP 
処置マウスに対する EP または SA4503 投与の認知機能障害改善効果を検討し
た。 
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2-2. 結果 
2-2-1. EP および SA4503 の投与は MPTP 処置マウスの運動機能障害および
認知機能障害を改善する 
最初に、MPTP 処置マウスの運動機能障害に対する EP または SA4503 
の投与の効果を検討した。本研究における各薬剤の投与計画を Fig. 1 に示す。
過去の報告 (Moriguchi et al., 2012; Yabuki et al., 2014) と一致して、MPTP 最終投
与の 4 週間後、MPTP 処置マウスは対照群に比べ、rotarod 試験での丸太から
落下するまでの時間の減少 (163.3 ± 28.8 s, p < 0.01 vs. control; Fig. 2A) および 
beam walk 試験でのミスステップの増加を示し (3.9 ± 0.3, p < 0.01 vs. control; Fig. 
2B)、運動機能障害を示した。EP (100 mg/kg, i.p.) および SA4503 (1 mg/kg, i.p.) の
処置により、MPTP 処置マウスの運動機能障害は有意に改善された (rotarod 試
験: EP100; 276.1 ± 13.3 s, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; 
SA4503, 273.0 ± 18.0 s, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; beam 
walk 試験: EP100; 1.4 ± 0.4, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; 
SA4503, 1.7 ± 0.4, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; Fig. 2)。EP 
(100 mg/kg, i.p.) または SA4503 (1 mg/kg, i.p.) の単独投与は運動機能に影響は
なかった (Fig. 2)。また、EP 処置による運動機能の改善は、過去の報告と一致
している (Satpute et al., 2013)。 
次に、MPTP 処置後の認知機能障害に対する EP および SA4503 の効
果を評価した。新規物体認識試験の trial セッションでは、どの群にも有意な差
はなかった (Fig. 3A)。test セッションにおいて、MPTP 処置マウスは既知物体
と新規物体を区別できなかった (Fig. 3B)。EP (100 mg/kg i.p.) および SA4503 (1 
mg/kg, i.p.) を投与した MPTP 処置マウスは、正常な認知機能を示した (Fig. 3B)。
受動的回避学習試験で、trial セッションでは各群間に有意差は認められなかっ
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たが (Fig. 3C)、test セッションにおいて、MPTP 処置マウスは、3 日目 (188.8 ± 
49.7 s, p < 0.05 vs. control; Fig. 3D) および 4 日目 (181.8 ± 43.6 s, p < 0.05 vs. 
control; Fig. 3D) において暗室へ移動するまでの時間が対照群に比べて有意に短
縮した。MPTP 処置マウスに EP (100 mg/kg, i.p.) および SA4503 (1 mg/kg, i.p.) 
を投与すると、3 日目 (EP100: 291.7 ± 8.3 s, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. 
MPTP-treated mice; SA4503: 269.2 ± 30.8 s, p > 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. 
MPTP-treated mice; Fig. 3D) および 4 日目 (EP100: 300.0 ± 0 s, p > 0.05 vs. 
control, p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; SA4503: 271.8 ± 19.6 s, p > 0.05 vs. control, 
p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; Fig. 3D) の両方で暗室へ移動するまでの時間の短
縮が改善された。これらの結果は、EP および SA4503 は MPTP 処置による運
動機能障害および認知機能障害の両方の発現を抑制することを示している。な
お、EP (100 mg/kg, i.p.) および SA4503 (1 mg/kg, i.p.) の単独投与では認知機能に
変化はなかった (Fig. 3)。  




Fig. 1. Experimental schedule for the present study. 
Mice were injected with MPTP (25 mg/kg, i.p.) once a day for 5 consecutive days. 
Animals were treated with EP or SA4503 24 hr after the final MPTP injection. 
  




Fig. 2. EP or SA4503 treatment ameliorates motor impairments due to MPTP 
treatment. 
(A) MPTP treatment decreased the latency to fall from the drum in the rotarod test, 
although this effect was attenuated by treatment with EP (100 mg/kg i.p.) or SA4503 
(n=6-7 per group). (B) EP (100 mg/kg i.p.) or SA4503 treatment improved 
MPTP-induced increases in the number of foot slips (n=6-7 per group). Error bars 
represent the standard error of the mean (SEM). **p < 0.01 vs. control group; ##p < 
0.01 vs. MPTP-treated mice. veh: vehicle treatment, MPTP: MPTP treatment, EP: EP 
treatment, EP100: EP (100mg/kg) treatment, SA: SA4503 treatment. EP: ethyl pyruvate. 
  




Fig. 3. EP or SA4503 treatment ameliorates cognitive impairments due to MPTP 
treatment. 
(A) No significant differences were observed between the groups in the trial sessions of 
the novel object recognition test. Error bars represent the standard error of the mean 
(SEM). (B) Treatment with EP (100 mg/kg i.p.) or SA4503 significantly improved the 
discrimination index between novel and familiar objects in MPTP-treated mice (n=6–9 
per group). Error bars represent the SEM. **p < 0.01 vs. the familiar group. (C) 
Latencies were comparable in all groups during trial sessions of the step-through 
passive avoidance test. Error bars represent the SEM. (D) EP (100 mg/kg i.p.) or 
SA4503 treatment significantly attenuated decreases in latency time relative to 
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MPTP-treated mice (n = 5–6 per group). Error bars represent the SEM. *p < 0.05: **p < 
0.01 vs. control mice; #p < 0.05 vs. MPTP-treated mice. veh: vehicle treatment, MPTP: 
MPTP treatment, EP: EP treatment, EP100: EP (100mg/kg) treatment, SA: SA4503 
treatment. EP: ethyl pyruvate. 
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2-2-2. EP および SA4503 は MPTP 処置マウスの各脳領域の ATP レベルの低
下を抑制する 
過去に、EP 投与によりミトコンドリア複合体 I の活性が改善されるこ
と (Satpute et al., 2013)、SA4503 がクエン酸回路を介してミトコンドリア機能を
改善することが報告されているため (Reisch and Elpeleg, 2007; Tagashira et al., 
2013)、ドパミン作動性神経活動に深くかかわりを持つ腹側被蓋野 (VTA) を含
む SNpc (SNpc-VTA)、運動機能を司る線条体、および認知機能を司る海馬 CA1 
領域における組織内 ATP 量を測定した (Brichta et al., 2013; Hornykiewicz, 1966; 
Eichenbaum et al., 1992)。MPTP 処置後、すべての脳領域で対照群に比べて組織
内 ATP 濃度が有意に低下した (SNpc-VTA: 74.8 ± 3.7%, p < 0.01 vs. control; 
striatum: 64.0 ± 3.6%, p < 0.01 vs. control; hippocampal CA1: 55.9 ± 11.0%, p < 0.01 
vs. control; Fig. 4)。EP (100 mg/kg, i.p.) および SA4503 (1 mg/kg, i.p.) の投与は、
MPTP 処置マウスの各脳領域で組織内  ATP 濃度を有意に回復した 
(SNpc-VTA: EP100; 94.9 ± 3.3%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; 
SA4503; 88.8 ± 3.6%, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; striatum: 
EP100; 90.4 ± 4.8%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503; 
93.5 ± 6.9%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; hippocampal CA1: 
EP100; 93.2 ± 3.5%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503; 
97.6 ± 8.4%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; Fig. 4)。しかしなが
ら、EP (100 mg/kg, i.p.) および SA4503 (1 mg/kg, i.p.) の単独投与では組織内 
ATP 濃度に影響はなかった (Fig. 4)。  




Fig. 4. EP and SA4503 treatment prevents decreases in brain ATP in MPTP-treated 
mice. 
MPTP treatment reduced tissue ATP levels in the SNpc-VTA, striatum, and 
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hippocampal CA1 region. However, treatment with EP (100 mg/kg i.p.) or SA4503 
attenuated these decreases in each area (n=5–8 per group). Error bars represent the 
standard error of the mean (SEM). *p < 0.05; **p < 0.01 vs. control mice; #p < 0.05; 
##p < 0.01 vs. MPTP-treated mice. veh: vehicle treatment, MPTP: MPTP treatment, EP: 
EP treatment, EP100: EP (100mg/kg) treatment, SA: SA4503 treatment, CA1: 
hippocampal CA1. EP: ethyl pyruvate. 
 
  
- 16 - 
 
2-2-3. EP および SA4503 はドパミン作動性神経細胞を MPTP 毒性から保護
する 
EP (100 mg/kg, i.p.) および SA4503 (1 mg/kg, i.p.) は、MPTP 処置マウス
の低下した組織内 ATP 濃度を回復させて運動機能障害および認知機能障害を
改善したため、EP および SA4503 が MPTP 神経毒性によるドパミン作動性神
経細胞の脱落を抑制するかを検討した。VTA および SNpc 領域において、MPTP 
処置マウスの TH 陽性細胞数は対照群に比べて有意に減少していた (VTA, 72.4 
± 5.9% of control, p < 0.01 vs. control; SNpc, 63.9 ± 4.5% of control, p < 0.05 vs. 
control; Fig. 5)。MPTP 処置による各脳領域の TH 陽性細胞数の減少は、EP (100 
mg/kg, i.p.) および  SA4503 (1 mg/kg, i.p.) の投与により抑制された  (VTA: 
EP100; 99.7 ± 8.2% of control, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; 
SA4503; 100.3 ± 7.6% of control, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; 
SNpc: EP100; 99.1 ± 6.1% of control, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated 
mice; SA4503; 96.8 ± 5.4% of control, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated 
mice; Fig. 5)。 
次に、SNpc-VTA、線条体、および海馬 CA1 領域の TH タンパク質量
を免疫ブロット法で確認した。MPTP 処置マウスでは、TH タンパク質量が
SNpc-VTA、線条体、および海馬CA1領域で有意に低下していた (SNpc-VTA: 54.0 
± 4.3%, p < 0.01 vs. control; striatum: 63.3 ± 7.2%, p < 0.01 vs. control; hippocampal 
CA1: 64.7 ± 9.5%, p < 0.01 vs. control; Fig. 6A)。EP および SA4503 投与により、
MPTP 処置により低下した TH タンパク質量は回復した (SNpc-VTA: EP 25 
mg/kg, 58.9 ± 6.1%, p < 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; EP 50 mg/kg, 
64.4 ± 8.5%, p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; EP 100 mg/kg, 90.7 
± 9.8%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 92.4 ± 11.5%, p 
- 17 - 
 
> 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; striatum: EP 25 mg/kg, 54.3 ± 8.2%, 
p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; EP 50 mg/kg, 81.6 ± 10.0%, p > 
0.05 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; EP 100 mg/kg, 98.3 ± 11.5%, p > 0.05 
vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 100.3 ± 9.1%, p > 0.05 vs. 
control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; hippocampal CA1: EP 25 mg/kg, 64.5 ± 2.2%, 
p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; EP 50 mg/kg, 87.9 ± 10.5%, p > 
0.05 vs. control, p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; EP 100 mg/kg, 106.3 ± 6.6%, p > 
0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 99.2 ± 2.9%, p > 0.05 vs. 
control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; Fig. 6A)。これらの結果は、EP および 
SA4503 が MPTP 毒性に対して神経保護効果があることを示している。 
さらに、線条体のコリンアセチルトランスフェラーゼ (ChAT) タンパク
質量を測定することにより、コリン作動性神経細胞への影響を評価したが、各
群間に有意な差は確認されなかった [F(5, 30) = 0.411, p = 0.8374; Fig. 6B]。これ
は、コリン作動性神経細胞が MPTP、EP、SA4503 による処置によって影響を
受けないことを示している。  




Fig. 5. EP or SA4503 treatment prevents dopaminergic neuronal death due to 
MPTP toxicity in the VTA and SNpc. 
(A) Representative histological sections of the VTA and SNpc in control and 
MPTP-treated mice treated with EP (100 mg/kg i.p.), SA4503, or vehicle. The middle 
and lower panels show higher magnification images of the VTA and SNpc, respectively. 
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Scale bars: low magnification, 250 μm; high magnification, 50 μm. (B, C) Cell viability 
was assessed in the VTA (B) and SNpc (C), and is expressed as a percentage of the 
average number of viable cells in control mice. EP (100 mg/kg i.p.) or SA4503 
treatment exerted neuroprotective effects in MPTP-treated mice (n=6 per group). Error 
bars represent the standard error of the mean (SEM). *p < 0.05; **p < 0.01 vs. control 
mice; #p < 0.05; ##p < 0.01 vs. MPTP-treated mice. veh: vehicle treatment, MPTP: 
MPTP treatment, EP100: EP (100 mg/kg) treatment, SA: SA4503 treatment. EP: ethyl 
pyruvate; VTA: ventral tegmental area; SNpc: substantia nigra pars compacta.  




Fig. 6. EP or SA4503 treatment attenuates decreases in protein levels of TH in the 
SNpc-VTA, striatum, and hippocampal CA1 region of MPTP-treated mice. 
(A) Representative western blots of TH and β-tubulin are shown (top, lower). (B) 
Quantitative analysis of western blotting results. TH protein levels were lower in 
MPTP-treated mice than in controls for each brain region. EP or SA4503 treatment 
attenuated decreases in TH levels in MPTP-treated mice (n=6 per group). (C) 
Representative western blots of ChAT (top) and β-tubulin (lower) and the quantitative 
analysis are shown. There were no significant differences in each group (n=6 per group). 
Error bars represent the standard error of the mean (SEM). **p < 0.01 vs. control mice; 
#p < 0.05; ##p < 0.01 vs. MPTP-treated mice. veh: vehicle treatment, MPTP: MPTP 
treatment, EP: EP treatment, SA: SA4503 treatment, CA1: hippocampal CA1. EP: ethyl 
pyruvate; TH: tyrosine hydroxylase; SNpc: substantia nigra pars compacta; VTA: 
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ventral tegmental area. 
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2-2-4. EP および SA4503 は線条体におけるドパミン含有量の減少を回復する 
ドパミン作動性神経細胞は EP および SA4503 によって保護されたた
め (Fig. 6A-B)、HPLC を使用して線条体のドパミン含有量を測定した。MPTP 処
置により、線条体のドパミン含有量が対照群と比較して有意に低下した 
(control: 7507.9 ± 750.6 ng/g tissue; MPTP-treated mice: 2798.1 ± 213.4 ng/g tissue, p 
< 0.01 vs. control mice; Fig. 6D)。EP (100 mg/kg, i.p.) および SA4503 (1 mg/kg, i.p.) 
投与により、低下した線条体のドパミン含有量は回復した (EP: 4763.6 ± 276.3 
ng/g tissue, p < 0.01 vs. control mice, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503: 4025.0 
± 119.5 ng/g tissue, p < 0.01 vs. control mice, p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; Fig. 6D)。  




Fig. 7. EP or SA4503 treatment restores dopamine levels in striatum of 
MPTP-treated mice. 
Dopamine contents were measured in striatum by HPLC. Dopamine level was reduced 
in MPTP-treated group. EP or SA4503 treatment significantly restored dopamine levels 
(n=6-7 per group). Error bars represent the standard error of the mean (SEM). **p < 
0.01 vs. control mice; #p < 0.05; ##p < 0.01 vs. MPTP-treated mice. veh: vehicle 
treatment, MPTP: MPTP treatment, EP100: EP (100 mg/kg) treatment, SA: SA4503 
treatment. EP: ethyl pyruvate. 
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2-2-5. EP および SA4503 は MPTP 処置による酸化ストレスを軽減する 
脳内の酸化ストレス後に 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) およびニトロチ
ロシンタンパク質量が増加することが知られているため (Sakul et al., 2013; 
Zhong et al., 2013)、次に SNpc-VTA、線条体、および海馬 CA1 領域ホモジネー
トにおいて、抗 4-HNE および抗ニトロチロシン抗体を使用した免疫ブロット法
により EP (100 mg/kg, i.p.) および SA4503 (1 mg/kg, i.p.) の抗酸化作用を確認し
た。MPTP 処置マウスでは、抗 4-HNE 抗体に対する 46 kDa タンパク質および
抗ニトロチロシン抗体に対する 62 kDa タンパク質の免疫反応性は、各領域にお
いて有意に上昇した (4-HNE; SNpc-VTA: 196.2 ± 13.8%, p < 0.01 vs. control; 
striatum: 147.1 ± 16.0%, p < 0.01 vs. control; hippocampal CA1: 191.9 ± 29.7%, p < 
0.01 vs. control; nitrotyrosine; SNpc-VTA: 124.0 ± 8.1%, p < 0.05 vs. control; striatum: 
138.8 ± 4.2%, p < 0.01 vs. control; hippocampal CA1: 177.8 ± 21.0%, p < 0.01 vs. 
control; Fig. 8)。EP および SA4503 による処置は、MPTP 処置によるこれらの
タンパク質の免疫反応性の上昇を抑制した (4-HNE: SNpc-VTA; EP, 130.0 ± 
14.0%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 108.1 ± 18.8%, p 
> 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; striatum; EP, 99.2 ± 6.3%, p > 0.05 
vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 83.9 ± 2.8%, p > 0.05 vs. control, 
p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; hippocampal CA1; EP, 109.4 ± 14.1%, p > 0.05 vs. 
control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 128.2 ± 21.6%, p > 0.05 vs. control, 
p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; nitro tyrosine: SNpc-VTA; EP, 71.9 ± 6.4%, p < 0.05 
vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 80.8 ± 9.0%, p > 0.05 vs. control, 
p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; striatum; EP, 108.1 ± 8.5%, p > 0.05 vs. control, p < 
0.05 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 110.3 ± 11.9%, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. 
MPTP-treated mice; hippocampal CA1; EP, 114.9 ± 11.2%, p > 0.05 vs. control, p < 
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0.01 vs. MPTP-treated mice; SA4503, 131.0 ± 7.5%, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. 
MPTP-treated mice; Fig. 8)。  




Fig. 8. EP and SA4503 treatment attenuates MPTP-induced oxidative stress. 
(A) Representative western blots of 4-HNE- and nitrotyrosine-reactive proteins and 
β-tubulin are shown (top, middle, lower) (B) Quantitative analysis of western blotting 
results. MPTP-induced increases of 4-HNE- and nitrotyrosine-immunoreactive protein 
levels are inhibited by EP and SA4503 administration in SNpc-VTA, striatum, and 
hippocampal CA1 region. (n=6 per group). Error bars represent the standard error of the 
mean (SEM). *p < 0.05; **p < 0.01 vs. control mice; #p < 0.05; ##p < 0.01 vs. 
MPTP-treated mice. veh: vehicle treatment, MPTP: MPTP treatment, EP100: EP (100 
mg/kg, i.p.) treatment, SA: SA4503 treatment, CA1: hippocampal CA1. EP: ethyl 
pyruvate, 4-HNE: 4-hydroxy-2-nonenal; SNpc: substantia nigra pars compacta; VTA: 
ventral tegmental area.  
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2-3. 考察 
本研究では、MPTP 処置マウスの認知機能障害に対する  EP および 
SA4503 の改善効果を検討した。本研究の結果から、EP および SA4503 による
処置が、SNpc-VTA、線条体、および海馬 CA1 領域における MPTP 誘導性組




することにより ATP 産生を促進することが報告されている (Crawford et al., 
2011)。また、新生児ラットの酸化ストレス (H2O2) 後の ATP 産生量は、対照群
よりも EP 処置群 (20 mM、4 時間) で高い (Zeng et al., 2007)。EP による ATP 
生産促進経路には、二つのメカニズムが考えられる。一つ目は、EP の代謝によ
りピルビン酸が供給され、クエン酸回路および電子伝達系を活性化し、酸化的
リン酸化が促進されて  ATP 産生の上昇をもたらす経路である  (Reisch and 
Elpeleg, 2007)。二つ目は、供給されたピルビン酸が乳酸に変換される際にニコチ
ンアミドアデニンジヌクレオチド (NADH) の還元により NAD が生成され、そ
れによってグリセルアルデヒド 3 リン酸-デヒドロゲナーゼ (GAPDH) の阻害
が緩和され、嫌気性呼吸により ATP が産生される経路である。この経路は、犬
の心虚血モデルで報告されているように、嫌気性呼吸により ATP 産生につなが
る可能性がある (Regitz et al., 1981)。本研究では、EP (100 mg/kg, i.p.) 投与によ
り、MPTP 処置後の SNpc-VTA の組織内 ATP 濃度の低下を抑制し、ドパミン
作動性神経細胞を MPTP 毒性から保護した。エストロゲン受容体関連受容体の
アゴニストリガンドとして作用するエスクレチンを処置すると、細胞内 ATP 濃
度が増加する。ATP の増加は、PC12 細胞での 75 μM 1-methyl-4-phenylpyridinium 




) 処置による細胞死を防ぐ (Nakano et al., 2017)。さらに、エスクレチンの
慢性投与 (50 mg/kg, p.o.) は、MPTP 処置マウスのドパミン作動性神経細胞に対
して神経保護効果を発揮する (Nakano et al., 2017)。まとめると、これらの結果
は、EP が MPTP 処置マウスのエネルギー産生を促進し、それにより神経細胞
を保護する可能性を示唆している。 
一方で、EP が high-mobility group box 1 (HMGB1) の生成を阻害するこ
とにより抗炎症効果を持つことが報告されている (Ulloa et al., 2002; Davé et al., 
2009)。EP (40 mg/kg, i.p.) の前処置により、内毒血症モデルマウスの腫瘍壊死因
子と HMGB1 の血清濃度は低下し、5 mM EP での処置により、リポ多糖 (LPS) 
誘発性の nuclear factor-kappa B (NF-κB) および p38 mitogen-activated protein 
kinase (p38MAPK) 経路の活性化が阻害される (Ulloa et al., 2002)。BV2 細胞にお
いて、2 mM EP による 1 時間の前処置により、還元型ニコチンアミドアデニン
ジヌクレオチドリン酸 (NADPH) オキシダーゼを調節することにより (gp91phox 
転写および Rac1 活性の抑制)、抗酸化効果を誘発し、活性酸素種を除去する 
(Kim et al., 2008)。同様に、EP は BV2 細胞に対し抗炎症作用がある。たとえば、
EP (6.5-25 mM) の短期暴露 (10-120 分) により、BV2 細胞でのインターロイキ
ン 6、腫瘍壊死因子および一酸化窒素の産生が抑制される (Stanisavljević et al., 
2015)。EP (5 mM) 処理は、BV2 細胞において LPS (200 ng/ml) によって誘導さ
れる protein kinase C α およびカルシウム/カルモジュリン依存性プロテインキ
ナーゼ IV (CaMK IV) の核移行、HMGB1 のリン酸化、および HMGB1 のその
後の分泌を抑制する (Shin et al., 2014)。また、sigma-1 受容体はグリア細胞で発
現している。sigma-1 受容体アゴニストは、ゼブラフィッシュのミクログリアの
炎症反応を阻害する (Moritz et al., 2015)。これらの報告から、EP と SA4503 は
神経細胞だけでなくグリア細胞にも保護効果があることが示唆される。まとめ
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を発揮することが示されている (Mazzio and Soliman, 2003; Ramos-Ibeas et al., 
2017)。過去の報告から、ピルビン酸ナトリウムがミトコンドリア障害の治療に
使用できることが示唆されているが (Tanaka et al., 2007)、構造的に不安定であり、
肝臓で容易に代謝されるため (Vonkorff, 1964; Montgomery and Webb, 1956)、十分
な治療効果を得るためには高用量が必要な場合がある。過去の報告で、ラット
脳において抗アポトーシスおよび抗炎症効果を発揮するためのピルビン酸ナト
リウムの用量 (1000 mg/kg, i.p.) は EP の用量 (40-50 mg/kg, i.p.) よりも高いこ






に関与する IP3R と相互作用し (Hayashi and Su, 2007)、ATP 産生と細胞の生存
に関与することがわかった (Robb-Gaspers et al., 1998; Csordás et al., 2006)。我々
は過去に、sigma-1 受容体の過剰発現によりミトコンドリアへの IP3R 依存性 
Ca
2+
 輸送と ATP 産生が促進され、それによって Neuro2A 細胞の小胞体ストレ
ス誘発細胞死を減弱させることを報告した (Tagashira et al., 2014)。さらに、




る海馬神経細胞の損傷を抑制する (Yabuki et al., 2015)。 
本研究では、ミトコンドリアの ATP 産生を促進することにより認知機
能を高める SA4503 を使用した。実際に、SA4503 は ATP 産生の促進とドパミ
ン作動性神経細胞の保護をし、それによって MPTP 処置マウスの認知機能障害
を軽減することが観察された。EP は、中脳の MPTP 神経毒性に対して神経保
護効果を持ち、運動機能障害の改善をもたらすことが報告されている (Satpute et 
al., 2013; Huh et al., 2011)。運動機能障害の改善に加えて、我々は、ミトコンドリ





無処置のマウスへの EP や SA4503 のみの投与では運動機能や認知機
能に効果がなく (Fig. 2-3)、コリン作動性神経細胞に影響しない (Fig. 6B) こと
を考慮すると、EP および SA4503 による処置は MPTP 投与マウスのドパミン
作動性神経細胞の脱落を抑制することで運動機能障害と認知機能障害の両方を
改善したと考えられる。過去の報告において、ドパミン作動性神経経路が認知
機能において重要な役割を果たすことが示されている (Luciana et al., 1998; 
Arnsten et al., 1995)。D1/D5 受容体拮抗薬により長期増強 (LTP) や空間記憶が障
害されるが、これは D1/D5 受容体作動薬によって回復する (da Silva et al., 2012; 
Lemon and Manahan-Vaughan, 2006; de Lima et al., 2011)。D1 受容体は、海馬の 
LTP に特に重要である (Granado et al., 2008)。また、D1 受容体のノックアウト
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や siRNA の海馬内注入によるダウンレギュレーションは、マウスの空間学習と
海馬 LTP の障害を引き起こす (Ortiz et al., 2010)。さらに、D1 受容体アゴニス
トは、ラットの海馬でのアセチルコリン放出を促進し、スコポラミン誘発性記




EP または SA4503 の投与は、無処置マウスの組織内 ATP 濃度に影響
しなかった (Fig. 4)。高濃度の ATP は一般に細胞毒性を発現することから 
(Filippini et al., 1990; Zanovello et al., 1990; Pizzo et al., 1991)、本研究では安全な用
量の EP および SA4503 が使用されたことを示唆している。ATP 濃度およびク
エン酸濃度の増加により、解糖系に重要な酵素であるホスホフルクトキナーゼ 
1 の活性が阻害されることが報告されている (Webb et al., 2015; Kemp and Foe, 
1983)。EP および SA4503 の投与による過剰な ATP 生産は、ネガティブフィ
ードバックメカニズムにより、生理学的条件下で解糖系活性を阻害し、正常な
組織内 ATP 濃度を維持していることが考えられる。一方で、ATP エンハンサ
ーであるエスクレチンは、MPP+ 処置細胞とコントロール細胞の両方で細胞内 
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2-4. 小括 
本研究の結果から、EP および SA4503 の投与により、MPTP 処置マウ
スの ATP 産生を促進しドパミン作動性神経細胞を保護することが示された。EP 
および SA4503 投与が MPTP 処置パーキンソン病モデルマウスの認知機能障











ルド α-シヌクレイン (α-syn) を含むタンパク質凝集体が蓄積する (Dauer and 
Przedborski, 2003; Olanow and Tatton, 1999; Savitt et al., 2006)。α-syn の凝集体およ
び原線維は不溶性で神経毒性があり、パーキンソン病のドパミン作動性神経細
胞死をもたらす (Kazantsev and Kolchinsky, 2008)。また、α-syn 原線維の播種に




脳の発達に不可欠である (Gordon, 1987, 1997; Hamosh and Salem, 1998)。実際に、
アルツハイマー病などのいくつかの神経精神障害は、ω-3 脂肪酸の血中濃度の
低下と関連がある (Muskiet and Kemperman, 2006)。また、PUFA が α-syn を α 
ヘリックス構造へ変化させてそのオリゴマー化をもたらすという報告が多数存
在する (Broersen et al., 2006; De Franceschi et al., 2009; Sharon et al., 2001, 2003)。 
PUFA は水に不溶であるため、脂肪酸結合タンパク質 (FABP) は PUFA を可溶
化して細胞内に輸送するために不可欠である (Ribarik Coe and Bernlohr, 1998)。 
心臓型 FABP (FABP3)、表皮型 FABP (FABP5)、脳型 FABP (FABP7) な
ど、いくつかのタイプの FABP が脳で発現している (Bennett et al., 1994; Feng et 
al., 1994; Heuckeroth et al., 1987; Kurtz et al., 1994)。特に、FABP3 の mRNA 発現
は、後期胎児脳と比較して成人脳で 2〜3 倍高い (Heuckeroth et al., 1987)。我々
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は以前に、FABP3 がドパミン作動性神経細胞に高発現し、in vivo および in vitro 
で MPTP 処置後の α-syn オリゴマー化とドパミン作動性神経細胞死を促進す
ることを報告した (Shioda et al., 2014)。さらに、パーキンソン病患者では血中 
FABP3 濃度が高いことが報告されている (Mollenhauer et al., 2007)。これらの報
告は、FABP3 がパーキンソン病における α-syn オリゴマー化およびドパミン作
動性神経細胞死において重要な役割を果たす可能性があることを示唆している。 
近年我々は、一連の FABP3 リガンド (Beniyama et al., 2013) および 
FABP3 に対する特異性が向上した誘導体 (Cheng et al., 2019) を開発した。誘導
体の中で、MF1 (Ligand 1)、MF7 (Ligand 7)、MF8 (Ligand 8) は FABP3 に特に高
い親和性を持ち、FABP3 を過剰発現した Neuro2A 細胞においてアラキドン酸
により誘導される α-syn のオリゴマー化を抑制した (Cheng et al., 2019)。MF1 
は、MPTP 誘発パーキンソン病モデルマウスの運動機能障害および認知機能障
害を改善した (Matsuo et al., 2019)。MF1 とは異なり、MF8 は分子内にフッ素原
子を含んでいるため、ポジトロン放出断層撮影 (PET) 用の安定した放射性同位
体プローブを組み込むことができる。したがって、本研究では、MF8 が MPTP 
誘発パーキンソン病モデルマウスのドパミン作動性神経細胞死を減少させ、認
知機能障害および運動機能障害を改善するかを検討し、その有効性を現在パー
キンソン病治療の第一選択薬である L-DOPA (3,4-dihydroxy-l-phenylalanine) と
比較した。 
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3-2. 結果 
3-2-1. 血漿および脳における MF8 の薬物動態 
最初に、UPLC-MS / MS システムを使用して MF8 の薬物動態を評価し、
MF8 が血液脳関門 (BBB) を透過するかを確認した。血漿中薬物動態の検討で
は、MF8 (1.0 mg/kg) 経口投与から 5、15、30 分、1、2、3、4、5、6、24、48 時
間後に血液を採取し、LC-MS / MS を用いて血漿中の濃度を定量した (Fig. 9A)。
MF8 の経口投与後、血漿中の  MF8 濃度は急速にピークに達した  (Cmax: 
88.1 ± 8.6 nM, tmax: 1.50 ± 0.29 hr)。また、生物学的半減期 (t1/2) を算出した (t1/2 = 
48.2 hr)。次に、経口投与 1、6、24、48 時間後の脳内 MF8 濃度を測定し、MF8 
の脳への移行を確認した (Fig. 9B)。薬物動態は血漿中と脳内で類似しており、
MF8 の脳内濃度の増加は血漿中濃度の増加より遅れて現れたため  (Cmax: 
21.5 ± 2.1 nM, tmax: 6 hr)、MF8 は BBB を透過し、脳内移行できると結論付けら
れた。  




Fig. 9. The pharmacokinetics of MF8 in the blood and brain of mice. 
Pharmacokinetics studies. Mean plasma (A) and brain (B) concentration–time curves of 
MF8 after oral administration of 1.0 mg/kg in mice. 
  
- 37 - 
 
3-2-2. MF8 は MPTP 処置マウスのドパミン作動性神経細胞死と α-syn 凝集
を抑制した 
FABP3 に対する MF8 の親和性 (500.2 ± 138.0 nM) は、MF1 の親和性 
(302.8 ± 130.3 nM) と類似しており、FABP4 に対しても高い親和性を持つ (MF8; 
163.1 ± 21.1 nM, MF1; 355.8 ± 18.7 nM) ことから、MF8 が MPTP によるドパミ
ン作動性神経細胞死を抑制するか検討した。本研究における各薬剤の投与計画
および MF8 の構造を Fig. 10 に示す。MPTP 最終投与の 4 週間後に免疫組織
化学染色を行い、ドパミン作動性神経細胞の数を評価した。MPTP 処置マウス
の TH 陽性細胞数は、VTA、SNpc の両方の領域で対照群よりも少なかった 
(VTA: 68.2 ± 7.9% of control, p < 0.01 vs. control; SNpc: 71.9 ± 5.7% of control, p < 
0.01 vs. control; Fig. 12A-B)。MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) の投与により、両方の領域で 
MPTP 処置による TH 陽性細胞数の減少が抑制された (VTA: MF8 0.3 mg/kg, 
83.2 ± 3.9%, p < 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; MF8 1.0 mg/kg, 
94.2 ± 2.3%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SNpc: MF8 0.3 
mg/kg, 79.5 ± 7.9%, p < 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; MF8 1.0 
mg/kg, 96.1 ± 3.1%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; Fig. 12A-B) 
が、L-DOPA の投与によってはその減少は抑制されなかった (VTA: 73.5 ± 4.1% 
of control, p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; SNpc: 71.3 ± 5.7% of 
control, p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; Fig. 12A-B)。MF8 (1.0 
mg/kg) の単独投与では、control 群マウスの TH 陽性細胞数に変化はなかった 
(Fig. 12A-B)。 
次に、α-syn / TH 二重染色により VTA および SNpc のドパミン作動性
神経細胞における α-syn 凝集を評価した。MPTP 処置マウスの α-syn / TH 二重
陽性細胞数は、VTA、SNpc の両方の領域で対照群よりも増加していた (VTA: 
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312.8 ± 41.1% of control, p < 0.01 vs. control; SNpc: 447.2 ± 94.1% of control, p < 
0.01 vs. control; Fig. 12C-D)。MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) の投与により、両方の領域で 
MPTP 処置による α-syn / TH 二重陽性細胞数の増加が抑制された (VTA: MF8 
0.3 mg/kg, 186.1 ± 67.9%, p > 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; MF8 
1.0 mg/kg, 97.2 ± 17.4%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; SNpc: 
MF8 0.3 mg/kg, 309.0 ± 114.7%, p > 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; 
MF8 1.0 mg/kg, 119.6 ± 32.7%, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; 
Fig. 12C-D) が、L-DOPA の投与によってはその増加は抑制されなかった (VTA: 
297.5 ± 51.7% of control, p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; SNpc: 
436.3 ± 94.9% of control, p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; Fig. 
12C-D)。MF8 (1.0 mg/kg) の単独投与では、control 群マウスの α-syn / TH 二重
陽性細胞数に変化はなかった (Fig. 12C-D)。  




Fig. 10. The chemical structure of MF8 and experimental schedule. 
(A) Mice were injected with MPTP (25 mg/kg, i.p.) once a day for 5 consecutive days. 
Animals were treated with MF8 (0.3, 1.0 mg/kg, p.o.) or L-DOPA (25 mg/kg, i.p.) 24 hr 
after the final MPTP injection. Two weeks after the final injection of MPTP, mice were 
subjected to behavioral tests to evaluate motor function. Another 2 weeks later, 
behavioral tests to evaluate motor and cognitive functions were performed. 
Immunohistochemistry was performed using mice brain 24 hr after the final 
administration of MF8 or L-DOPA. (B) Chemical structure of MF8 is represented. 
MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine; L-DOPA, 
3,4-dihydroxy-l-phenylalanine. 
  




Fig. 11. The representative histological sections of the VTA and SNpc. 
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Representative immunohistological sections of VTA and SNpc of mice 24 hr after final 
injection of vehicle, MF8, or L-DOPA. Scale bars: low magnification, 250 μm; high 
magnification, 50 μm. veh, vehicle treatment; MF8 1.0, MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) 
treatment; MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine treatment; L-DOPA, 
3,4-dihydroxy-l-phenylalanine treatment; VTA, ventral tegmental area; SNpc, substantia 
nigra pars compacta; TH, tyrosine hydroxylase; α-syn, α-synuclein.  




Fig. 12. MF8 treatment prevented dopaminergic neuronal death and α-syn 
oligomerization due to MPTP toxicity in the VTA and SNpc. 
(A-B) Cell viability was assessed by counting the number of TH-positive cells divided 
by the area in VTA (A) and SNpc (B) and expressed as a percentage of the average of 
that in the control group. MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) treatment exerted a neuroprotective 
effect in MPTP-treated mice, though L-DOPA treatment did not (n = 6 per group). 
(C-D) Quantitative analyses of the number of α-syn/TH double-positive cells divided by 
the number of TH-positive cells in the VTA (C) and SNpc (D), and expressed as a 
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percentage of the average of that in control group. MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) treatment 
inhibited oligomerization of α-syn in TH-positive cells, though L-DOPA treatment did 
not (n = 6 per group). Error bars represent the standard error of the mean (SEM). *p < 
0.05; **p < 0.01 vs. control mice; ##p < 0.01 vs. MPTP-treated mice. veh, vehicle 
treatment; MF8 1.0, MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) treatment; MPTP, MPTP treatment; L-DOPA, 
L-DOPA treatment; VTA, ventral tegmental area; SNpc, substantia nigra pars compacta; 
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3-3-3. MF8 は MPTP 誘発パーキンソン病モデルマウスの運動機能障害および
認知機能障害を改善した 
MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) が MPTP 毒性からドパミン作動性神経細胞を保
護したため、次に、MF8 投与が MPTP 処置マウスの運動機能障害を改善する
か検討した。過去の報告で、MPTP 処置の 2 週間後に運動機能障害を示し、4 週
間後に認知機能障害を示すことが確認されているため (Yabuki et al., 2014)、
MPTP 最終投与から 2 週間後および 4 週間後に運動機能評価系の行動薬理学
試験を (Fig. 13)、MPTP 最終投与から 4 週間後に認知機能評価系の行動薬理学
試験を行った (Fig. 14)。MPTP 最終投与の 2 週間後および 4 週間後、MPTP 処
置マウスは対照群に比べ、rotarod 試験での丸太から落下するまでの時間の減少 
(2 weeks: 99.0 ± 39.0 sec, p < 0.01 vs. control; 4 weeks: 94.2 ± 44.6 sec, p < 0.01 vs. 
control; Fig. 13A, C) および beam walk 試験でのミスステップの増加を示し (2 
weeks: 5.0 ± 0.5, p < 0.01 vs. control; 4 weeks: 5.3 ± 1.1, p < 0.01 vs. control; Fig. 13B, 
D)、運動機能障害を示した。MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) の処置により、MPTP 処置マ
ウスの運動機能障害は有意に改善された (2 weeks: rotarod 試験: MF8 0.3 mg/kg, 
180.3 ± 39.0 sec, p > 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; MF8 1.0 mg/kg, 
256.2 ± 43.8 sec, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; beam walk 試
験: MF8 0.3 mg/kg, 3.7 ± 0.7, p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; 
MF8 1.0 mg/kg, 2.3 ± 0.5, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; 4 
weeks: rotarod 試験: MF8 0.3 mg/kg, 186.0 ± 51.2 sec, p > 0.05 vs. control, p > 0.05 
vs. MPTP-treated mice; MF8 1.0 mg/kg, 288.8 ± 11.2 sec, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 
vs. MPTP-treated mice; beam walk 試験: MF8 0.3 mg/kg, 3.2 ± 0.4, p > 0.05 vs. 
control, p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; MF8 1.0 mg/kg, 2.0 ± 0.6, p > 0.05 vs. control, 
p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; Fig. 13)。また、L-DOPA の投与によっても運動機
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能障害は改善された (2 weeks: rotarod 試験: 262.0 ± 38.0 sec, p > 0.05 vs. control, p 
< 0.01 vs. MPTP-treated mice; beam walk 試験: 1.7 ± 0.3, p > 0.05 vs. control, p < 
0.01 vs. MPTP-treated mice; 4 weeks: rotarod 試験: 254.3 ± 40.7 sec, p > 0.05 vs. 
control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; beam walk 試験: 1.8 ± 0.6, p > 0.05 vs. 
control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; Fig. 13)。MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) の単独投与
では運動機能に影響はなかった (Fig. 13)。 
次に、MPTP 処置後の認知機能障害に対する MF8 の効果を評価した。
新規物体認識試験の trial セッションでは、どの群にも有意な差はなかった (Fig. 
14A)。test セッションにおいて、MPTP 処置マウスは既知物体と新規物体を区
別できなかった (Fig. 14B) が、MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) を投与した MPTP 処置マ
ウスは、正常な認知機能を示した (Fig. 14B)。群間比較を可能にするよう解析し
た結果、MPTP 処置群では対照群と比較して認知機能が有意に低下していたが、
MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) の投与により改善されていた (control: 0.191 ± 0.055; 
MPTP-treated mice: -0.027 ± 0.018, p < 0.01 vs. control; MF8 1.0 mg/kg: 0.177 ± 0.049, 
p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. MPTP-treated mice; L-DOPA: 0.004 ± 0.058, p < 0.01 
vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice, p < 0.05 vs. MF8 1.0 mg/kg; Fig. 14D)。受
動的回避学習試験で、trial セッションでは各群間に有意差は認められなかった
が (Fig. 14E)、test セッションにおいて、MPTP 処置マウスは、暗室へ移動する
までの時間が対照群に比べて有意に短縮した (109.5 ± 18.8 sec, p < 0.01 vs. 
control; Fig. 14F)。MPTP 処置マウスに MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) を投与すると、暗
室へ移動するまでの時間の短縮が改善された (MF8 0.3 mg/kg: 146.0 ± 34.2 sec, p 
< 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. MPTP-treated mice; MF8 1.0 mg/kg: 213.8 ± 32.4 sec, p 
> 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. MPTP-treated mice; Fig. 14F)。また、MF8 (1.0 mg/kg, 
p.o.) の単独投与では認知機能に変化はなかった (Fig. 14)。一方で、L-DOPA の
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投与によっては MPTP 処置による認知機能障害は改善されなかった (Fig. 14)。
これらの結果から、MF8 が MPTP 処置による運動機能障害および認知機能障
害の両方の発現を抑制することが示された。  




Fig. 13. MF8 treatment preserved motor function 2 weeks and 4 weeks after the 
final MPTP treatment. 
Motor function was evaluated 2 weeks after the final MPTP treatment (A: rotarod test, 
B: beam walk test) and 4 weeks after the final MPTP treatment (C: rotarod test, D: beam 
walk test). (A and C) The latency to fall from the drum in the rotarod test was decreased 
by MPTP treatment, although this effect was attenuated by treatment with MF8 (1.0 
mg/kg, p.o.) or L-DOPA (n = 6 per group). (B and D) MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) or L-DOPA 
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treatment prevented the increase in the number of foot slips induced by MPTP treatment 
(n = 6 per group). Error bars represent the standard error of the mean (SEM). **p < 0.01 
vs. control group; #p < 0.05; ##p < 0.01 vs. MPTP-treated mice. veh, vehicle treatment; 
MF8 1.0, MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) treatment; MPTP, MPTP treatment; L-DOPA, L-DOPA 
treatment; MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine; L-DOPA, 
3,4-dihydroxy-l-phenylalanine.  
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Fig. 14. MF8 treatment attenuated cognitive impairment due to MPTP treatment. 
(A) No significant differences were observed between the groups in the trial sessions of 
the novel object recognition test. Error bars represent the standard error of the mean 
(SEM). (B) Treatment with MF8 (1.0 mg/kg, p.o.), but not L-DOPA, significantly 
improved the discrimination index between novel and familiar objects in MPTP-treated 
mice (n = 6 per group). Error bars represent the SEM. *p < 0.05; **p < 0.01 vs. the 
familiar group. (C-D) The result of novel object recognition test. Discrimination index 
was calculated as described in the method section. (E) No differences in latency were 
seen for all groups on the trial session of the step-through passive avoidance test. Error 
bars represent the SEM. (F) MF8 (1.0 mg/kg, p.o.), but not L-DOPA, significantly 
attenuated the decrease of latency compared to MPTP-treated mice (n = 6 per group). 
Error bars represent the SEM. *p < 0.05; **p < 0.01 vs. control mice; #p < 0.05 vs. 
MPTP-treated mice. veh, vehicle treatment; MF8 1.0, MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) treatment; 
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3-3. 考察 
本研究では、MF8 がドパミン作動性神経細胞において MPTP 誘発毒性
を抑制し、MPTP 処置マウスの運動機能障害および認知機能障害を抑制するこ
とが示された。また、MF8 がドパミン作動性神経細胞への α-syn 蓄積および凝
集を阻害する可能性があることも確認した。α-syn のオリゴマー化やフィブリル
化はラットでドパミン作動性神経細胞死を誘発することが報告されているため 
(Paumier et al., 2015)、MF8 はドパミン作動性神経細胞の α-syn 蓄積と凝集を阻
害することでパーキンソン病の病態を阻止する可能性がある (Fig. 15)。一方、
ドパミンを供給することでパーキンソン病の症状を改善する L-DOPA (Fahn, 
1999) は運動機能障害を改善した (Fig. 13) が、認知機能障害は軽減できなかっ




ことにおいて、MF8 が L-DOPA より優れていると考えられる。さらに、L-DOPA 
はパーキンソン病の運動機能障害に対する第一選択薬として使用されているが、
L-DOPA の慢性投与と反復投与は運動障害を引き起こすことが問題とされてい
る (Marsden and Parkes, 1976)。今後、MF8 の長期投与による副作用を検討し 
L-DOPA の長期投与による副作用と比較する必要がある。 
MF8 の薬物動態学の検討の結果から (Fig. 9A-B)、MF8 が BBB を透過
できることがわかった。生物学的半減期 (t1/2 = 48.2 hr) と、本研究において MF8 
が 1 日 1 回 4 週間投与されたことを考慮すると、慢性投与マウスの血漿中お
よび脳内 MF8 最大濃度は、Fig. 9A-B の結果 (血漿 Cmax : 88.1±8.6 nM、脳 
Cmax : 21.5±2.1 nM) よりも大きくなっていることが予想される。 
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ドパミン作動性神経細胞は、VTA (A10) および SN (A9) から海馬に投
射している (Gasbarri et al., 1994)。我々は以前、MPTP 処置マウスにおいて海馬 
CA1 領域における  LTP および認知機能が障害されることを報告した 
(Moriguchi et al., 2012)。これらの報告から、MPTP 処置マウスにおいて、VTA お
よび SNpc のドパミン作動性神経細胞の脱落による海馬ドパミン量の低下が認
知機能障害を引き起こす可能性が考えられる。本研究では、MPTP 最終投与の 
24 時間後から MF8 を投与した。MF8 は、ドパミン作動性神経細胞における 
MPTP 誘発性 α-syn オリゴマー化の進行を阻害する可能性がある。MPTP 誘発
性の α-syn オリゴマー化と MF8 による阻害の正確なメカニズムはまだ不明で
あるが、いくつかの研究により、α-syn のミスフォールディングとオリゴマー化
が酸化ストレスによって促進されることが報告されている (Conway et al., 2001; 
Manning-Bog et al., 2002; Qin et al., 2007)。したがって、MPTP が誘導する酸化ス
トレスが α-syn オリゴマー化を引き起こす可能性がある。さらに、P19 マウス
奇形癌細胞株における FABP3 過剰発現により、ミトコンドリア膜電位が有意に
低下し、活性酸素種が増加する (Zhou et al., 2013)。また、パーキンソン病患者
の脳脊髄液および血清中の FABP3 濃度は有意に増加している (Mollenhauer et 
al., 2007)。以上をまとめると、高い血中 FABP3 濃度によって生成される活性酸
素種が、パーキンソン病患者の α-syn ミスフォールディングやオリゴマー化を
促進する可能性が考えられる。我々は以前に、FABP3 が α-syn オリゴマー複合
体に含まれること (Shioda et al., 2014) および Fabp3 ノックアウト (Fabp3-/-) 
マウスにおける MPTP 誘発 α-syn オリゴマー化を完全に阻害することを報告
した (Shioda et al., 2014)。また以前に、MF8 が α-syn と FABP3 のオリゴマー
化を阻害することを示した (Cheng et al., 2019)。したがって、MF8 は、α-syn オ
リゴマー化を阻害し、MPTP によるミトコンドリア障害を抑制することにより、





MF8 は FABP3 (500.2 ± 138.0 nM) だけでなく、FABP4 (163.1 ± 21.1 nM) 
とも高い親和性を持つ。FABP4 は、核転写因子であるペルオキシソーム増殖因
子活性化受容体 γ (PPARγ) と特異的に相互作用して、その転写活性を高める 
(Tan et al., 2002)。PPARγ は、NF-κB の DNA 結合を間接的に抑制することによ
り炎症反応を抑制する (Neher et al., 2012)。MF8 が PPARγ アゴニストとしても
作用する場合、抗炎症効果を発揮すると考えられる。PPARγ アゴニストである
ピオグリタゾンはパーキンソン病治療薬としての臨床試験第 2 相で失敗した
ため (Simuni et al., 2015)、MF8 の PPARγ アゴニストとしての開発も期待され
る。  




Fig. 15. Possible mechanisms by which MF8 improves Parkinson's disease-like 
symptoms due to MPTP treatment. 
Expected mechanisms of improvement the Parkinson’s disease symptoms by MF8 are 
shown. The binding of MF8 to FABP3 inhibits the binding between FABP3 and α-syn, 
which prevent α-syn accumulation and aggregation in dopaminergic neurons. 
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3-4. 小括 
本研究により、MF8 が、MPTP 処置マウスの α-syn 蓄積および凝集の




的治療薬として L-DOPA に取って代わる可能性がある。 
  








く結果、その下流の電子伝達系が活性化される。sigma-1 受容体である SA4503 
は、ミトコンドリア関連小胞体膜に存在する IP3R に結合した sigma-1 受容体
に作用し、ミトコンドリア内に Ca2+ を直接流入させる。EP および SA4503 は
それぞれ異なる経路からミトコンドリアの ATP 産生能を向上し、パーキンソン
病様症状を改善したと考えられる。一方で、FABP3 特異的リガンドである MF8 
は、FABP3 に結合することで FABP3 と α-syn の会合を阻害し、毒性を持つ 
α-syn のオリゴマー化を阻害する結果、パーキンソン病様症状の発現を抑制した
と考えられる。したがって、EP、SA4503、MF8 の 3 薬剤はそれぞれ異なるメ
カニズムでパーキンソン病様症状を改善することが予想された (Fig. 16)。次に、
これらの 3 薬剤を臨床応用することを考え、すでに臨床で使用されている 
L-DOPA とともに特徴を比較した (Fig. 17)。本研究の結果から、EP、SA4503、



















Fig. 16. The scheme of summary in this study. 
Expected mechanisms of improvement the Parkinson’s disease symptoms by EP, 
SA4503, MF8 are shown. Each of the three drugs protects dopaminergic neurons by 
different mechanisms and improves Parkinson's disease-like symptoms.  




Fig. 17. Comparison of characteristics of each drug. 
EP, SA4503, MF8, L-DOPA are compared for the clinical application. EP, SA4503, and 
MF8 have neuroprotective effects, it suggests to be disease-modifying therapies. 
L-DOPA is a symptomatic treatment and does not improve cognitive dysfunction. EP, 
SA4503, and MF8 seem to be superior drugs to L-DOPA. 
 
  





実験には、8 週齢の C57BL/6J (雄性) マウスを使用した。動物は東北大
学大学院薬学研究科の動物実験施設において一定条件下 (温度 23℃ ± 1℃、12 







様に行った  (Moriguchi et al., 2012)。マウスに  MPTP (25 mg/kg 体重 , i.p.; 
Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) または同量の生理食塩水を 1 日 1 回 5 日
間腹腔内投与した。EP (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA)、SA4503 および 
L-DOPA (Sigma-Aldrich) を投与直前にそれぞれ生理食塩水に溶解した。sigma-1 
受容体アゴニストである SA4503 は、浙江大学 (浙江省、中国) にご供与いた
だいた。FABP3 リガンドである MF8 は、FABP4 リガンドである BMS309403 
を元に合成され (Beniyama et al., 2013)、0.5% カルボキシメチルセルロース 
(CMC) に懸濁した。コントロールマウスには MPTP の代わりに、EP (100 mg/kg, 
i.p.)、SA4503 (1 mg/kg, i.p.)、MF8 (1.0 mg/kg, p.o.) および同量の生理食塩水をそ
れぞれ投与した。MPTP 最終投与の 24 時間後から、EP (25, 50, 100 mg/kg)、
SA4503 (1 mg/kg)、MF8 (0.3, 1.0 mg/kg, p.o.)、L-DOPA (25 mg/kg, i.p.) または同量
の生理食塩水 (i.p.) または 0.5% CMC (p.o.) を 1 日 1 回 28 日間連続で投与
- 61 - 
 
した。EP、SA4503 の最終投与および MF8 の 14 日目と 28 日目の投与から 24 
時間後に行動試験を実施し、マウスの運動機能と認知機能を評価した。実験ス
ケジュールと MF8 の化学構造を Fig. 1, 10 に示す。 
 
5-3. rotarod 試験 
rotarod 試験は、これまでの報告と同様に行った (Moriguchi et al., 2012)。
滑り止めの加工がされている鉄製の棒 (直径 3 cm、長さ 30 cm) からなる装置
を使用した。MPTP 投与の前に、マウスを回転ロッド (20 rpm) 上に置いて訓練
し、落下するまでの時間が 100 秒を超えるまで訓練した。test セッションでは、




5-4. beam walk 試験 
beam walk 試験は、これまでの報告と同様に行った (Yabuki et al., 2014)。
両端が床から 500 および 315 mm の位置で固定された長方形の梁 (長さ: 870 
mm × 幅: 5 mm) の上端に「ゴールボックス」 (155 mm × 160 mm × 5 mm) を配
置した装置を使用した。MPTP 投与の前に、マウスをゴールから 10、30、50、
80 cm 離して配置し、ゴールボックスまで歩かせた。test セッションでは、マウ
スをゴールボックスから 80 cm の位置に置き、60 秒以内にゴールボックスに
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新規物体認識試験は、これまでの報告と同様に行った  (Yabuki and 
Fukunaga, 2013)。マウスをある 2 つの同様の物体を置いた装置内で 10 分間自
由に探索させた (trial セッション)。trial セッションの 1 時間後に、片方を新規
物体と置換した装置内で 5 分間自由に探索させた (test セッション)。trial セッ
ションおよび test セッションでは、2 つの物体に対するそれぞれの総探索回数
に対するそれぞれの物体への探索回数の割合を Discrimination index (%) として
算出した。また、次の計算値を算出した。 






受動的回避学習試験は、これまでの報告と同様に行った (Yabuki and 
Fukunaga, 2013)。明室 (14 × 10 × 25 cm) と暗室 (25 × 25 × 25 cm) が扉で繋がっ
た装置 (Nihon Kohden, Tokyo, Japan) を使用した。trial セッションでは、まず、
扉を閉めた明室にマウスを入れ、その 30 秒後に扉を開けて、マウスが好む暗
室内への移動を可能とした。マウスが暗室内へ移動すると扉を閉め、電気刺激
を与えた (0.3 mA, 2 秒間)。trial セッションの 1 日後、再びマウスを明室に入
れ、暗室へ移動するまでの時間を測定した (test セッション)。test セッション
は 1 日 1 回、最大で 4 日間連続で行った。 
 
5-7. 組織内 ATP 濃度測定 
組織内 ATP 濃度の測定には ATP assay kit (Toyo Ink, Tokyo, Japan) を用
いて、メーカーのマニュアル通りに行った。-80℃ で保存した SNpc-VTA、線条
体、海馬の CA1 領域の凍結組織をホモジナイゼーションバッファー (10 mM 
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HEPES-NaOH, 0.25 M sucrose, pH 7.4) でホモジナイズし、その後 4℃ で 10 分
間 1000 × g で遠心分離した。上清を回収し、Bradford 法 (Bradford, 1976) によ
りタンパク質濃度を調整し、一定の濃度に希釈した。キットに付属の ATP 抽出
液と混合し、室温で 30 分静置した。サンプルを、ATP 依存性発光基質のルシ
フェリンバッファーと混合し、直ちにルミノメーター Gene Light 55 (Gene Light 
55, Microtec, Funabashi, Japan) を使用してオキシルシフェリンを検出、測定した。 
 
5-8. 免疫組織化学染色 
免疫組織化学染色は、これまでの報告と同様に行った (Fujita et al., 2009)。
MPTP 最終投与の 4 週間後、ペントバルビタールの腹腔内投与によりマウスに
麻酔をかけたのち、仰臥位に固定した。開胸し、速やかに左心室から氷冷した 
phosphate buffered saline (PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8 mM 
Na2HPO4, pH 7.4) 30～50 mL を灌流させ、その後 4% パラホルムアルデヒド 
(PFA; 和光純薬) / 0.1 M phosphate buffer 30～50 mL を灌流した。4℃ で 24 時間
固定した後、脳を摘出し、ビブラトーム (Dosaka EM Co. Ltd., Kyoto, Japan) を使
用して 50 µm の厚さにスライスした。脳スライスの蛍光染色には、以下のよう
な操作を行った。冠状切片を、膜透過処理として 0.01% Triton X-100 / PBS と 30 
分間インキュベートしたのち、ブロッキングとして 3% bovine serum albumin 
(BSA; Sigma) / PBS と 1 時間インキュベートした。切片を一次抗体として抗 
TH 抗体 (mouse monoclonal antibody, 1:1000; Immunostar, Hudson, WI, USA) およ
び α-syn (rabbit monoclonal antibody, 1:1000; Cell Signaling, Woburn, MA, USA) を
希釈した BSA / PBS を加え、4℃ で 3 日間振盪した。PBS で洗浄後、切片を
二次抗体  (Alexa 488 anti-rabbit IgG and Alexa 594 anti-mouse IgG, 1:1000; 
Invitrogen, Waltham, MA, USA) を希釈した BSA / PBS で 2 時間インキュベー
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トした。PBS で洗浄後、切片を封入剤 VECTASHIELD (Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, CA, USA) を 用 い て 封 入 し た 。 脳 ス ラ イ ス の  DAB 
(3,3’-diaminobenzene) 染色には、以下のような操作を行った。冠状切片を、0.01% 
Triton X-100 / PBS と 30 分間、0.3% H₂O₂ / PBS と 30 分間インキュベートした
のち、ブロッキングとして BSA / PBS と 1 時間インキュベートした。切片を
一次抗体として抗  TH 抗体 (mouse monoclonal antibody, 1:1000; Immunostar, 
Hudson, WI, USA) を希釈した BSA / PBS を加え、4℃ で 3 日間振盪した。PBS 
で洗浄後、二次抗体として Biotinylated anti-Rabbit IgG (H+L) / PBS (1:200) と 2 
時間インキュベートした。PBS で洗浄後、Vector stain ABC kit の試薬 A (アビジ
ン溶液)、試薬 B (ビオチン溶液) を共に PBS で 100 倍に希釈して加え 3 時間
静置した。なお ABC kit の希釈は使用の 1 時間前に行い、室温で振盪させた。
3 時間後に再び PBS で洗浄し、DAB 5 mg、30% H₂O₂ 3.3 µL を PBS 10 mL に
溶解させて加え、適度な色に染まったところで PBS で洗浄を行った。スライド
ガラスに貼り付けた後 50, 70, 90, 100, 100% EtOH を各 5 分ずつ反応させ脱水
し、さらに Xylene を 1 分間、2 回加えた。最後にエンテランニューを脳切片
の上から添加しカバーガラスをのせ封入した。共焦点レーザー走査顕微鏡 (TCS 
SP8, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) を使用して、免疫蛍光画像および 
DAB 染色画像を解析した。各動物について、脳の両方の半球からマウスあたり
6 セクションの VTA および SNpc それぞれの TH- および α-syn 陽性細胞数
をカウントし、対照群マウスで観察された数に対する割合として表した。VTA お








(Yabuki and Fukunaga, 2013)。細胞溶解液 (50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 % Triton 
X-100, 4 mM EGTA, 10 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 30 mM sodium pyrophosphate, 
50 mM NaF, 50 nM calyculin A, 50 ug/ml leupeptin, 75 ug/ml pepstatin A, 50 ug/ml 
trypsin inhibitor and 1 mM dithiothreitol) でホモジナイズ後、10 分間遠心し 
(15,000 × g, 4℃)、上清を分離した。タンパク質濃度を Bradford 法 (Bradford, 
1976) により測定後、サンプルに Laemmli’s sample buffer (Laemmli, 1970) を加え、
100℃ で 3 分間加熱した。タンパク質濃度を調整し、12% SDS- ポリアクリル
アミドゲルにサンプルをアプライし、80 mA で 150 分間 SDS-PAGE を行った。
泳動後、タンパク質を PVDF メンブレンに 70 V で 120 分間転写した。抗体
の非特異的結合を防ぐためにスキムミルクを 5 % の濃度で溶解した TTBS (50 
mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl and 0.1 % Tween 20) 溶液中にメンブレンを浸
し、常温で 1 時間ブロッキングを行った。その後、メンブレンを anti-β-tubulin 
(1:5000; Sigma), anti-TH (1:1000; Millipore), anti-choline acetyltransferase (ChAT; 
1:1000; Millipore), anti-nitrotyrosine (1:1000; Millipore), anti-4-HNE antibodies 
(1:500; JaICA) の抗体を用いて、1 晩、4℃ の条件下で一次抗体と反応させた。
TTBS 溶液で洗浄後、メンブレンを Horseradish peroxidase-labeled anti-rabbit IgG 
(1:5000) (GE healthcare, Buckinghamshire, UK) ま た は  Horseradsh 
peroxidase-labeled anti-mouse IgG (1:5000) (GE healthcare, Buckinghamshire, UK) の
二次抗体と常温で 120 分間反応させた。TTBS 溶液による洗浄後、ECL detection 
system (GE healthcare) により発光させ、Imagegause version 3.41 (Fuji Film, Tokyo, 
Japan) により検出及び定量解析を行った。 
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5-10. HPLC を用いた線条体のドパミン濃度の測定 
MPTP 投与 4 週間後に、背側線条体組織を切除、瞬間凍結し、使用す
るまで -80℃ で保存した。背側線条体のドパミン濃度の測定は、これまでの報
告と同様に行った (Yabuki et al., 2014)。組織を秤量し、内部標準物質として 0.2 
M 過塩素酸と 100 ng/mL イソプロテレノールを含む 200 µL の氷冷バッファ
ーでホモジナイズした。ホモジネートを氷上に 30 分間静置して除タンパクし
た後、遠心分離した (4℃、15 分間、20,000 × g)。測定のピーク飽和を避けるた
めに、9 倍量のホモジナイズバッファーで上清を希釈した後、10 µL のサンプル
を HPLC 電気化学検出 (ECD) システム (HTEC-500; Eicom, Kyoto, Japan) を用
いて、ドパミン濃度 (ng/g 組織重量) を測定した。 
 
5-11. 薬物動態の測定 
MF8 (1.0 mg/kg) を 8 週齢のマウス (C57BL/6N) に経口投与し、その後
いくつかの時点で血液と脳のサンプルを採取した。血液を採取したチューブに
ヘパリンを加え (1.2 U/mL) 遠心分離 (4℃、20 分、16,500 × g) し、その後上清
を血漿として回収した。すべてのサンプルは、使用するまで -80℃ で保存した。
血漿サンプル調製については、内部標準 (IS) として MF2 (Cheng et al., 2019) (2 
ng/mL) を含む 250 μL のアセトニトリルを血漿 (10 μL) に加えた。次に、サン
プルを 10 分間超音波処理した後、ボルテックスし、遠心分離した (4℃、10 分、
16,500 × g)。遠心分離後、上清を真空減圧遠心 (CC-105, TOMY, Tokyo, Japan) に
て乾固し、続いて残留物を 20 µL の 80% アセトニトリルに溶解した。脳サン
プル調製については、脳半球 (150-220 mg) を入れたチューブに 1 mL のアセト
ニトリルを加え、続いて混合物を超音波ホモジナイザー  (SONIFIER Model: 
250-Advanced, BRANSON, CT, USA) でホモジナイズし、遠心分離した (4℃、10 
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分、16,500 × g)。10 µL の上清を血漿サンプルと同様の方法で処理した。超高速
液体クロマトグラフィー (Ultimate 3000, Dionex) を使用して、検体を ACQUITY 
UPLC® BEH C18 column (2.1 × 50 mm, 1.7 μm, Waters, Milford, MA, USA) で 
40℃ で分離した。分析における移動相の条件は以下のように設定した [0.1% 
ギ酸 (A), アセトニトリル 0.1% ギ酸 (B); 0-1 分 80% B; 1-2 分 98% B; 2-3 分 
80% B; 流量: 400 µL/min (0-1 分, 2-3 分), 600 µL/min (2-3 分)]。1 µL のサンプル
を分析に使用した。質量分析は、エレクトロスプレーイオン化法 (ESI) を用い、
質量分析計 (TSQ Vantage: Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を使用し
た。定量分析には選択反応モニタリング (SRM) を使用した (MF8; m/z [M + H]+ 
537.1 > 451.1, MF2; m/z [M +H]
+




しては、二群間比較には Student’s t-test により検定処理した。多群間比較には、
Fisher’s PLSD test を用い one-way ANOVA により検定処理した。また、危険率 
5% 未満をもって統計上有意差有りと判定した。 
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